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論　文　の　内　容　の　要　旨
（目的）
　デング熱およびデング出血熱は重要な新興ウイルス性疾患で，死亡率および罹患率において熱帯・亜熱
帯地域における公衆衛生上の重要な問題となってきている。デング熱の拡大は 4種の血清型をもつデングウ
イルスとその媒介蚊の地理的分布の拡大が主因であり，中でも重要で優勢な媒介蚊は都市型種 Aedes aegypti
である。急激な都市化，人口移動の増加，建築活動によって，媒介蚊の幼虫の生息地とヒト社会との近接が
すべての状況を悪化させている。急速な都市人口の増加は，媒介蚊の生育に好都合な地域，たとえば水道の
共有やゴミ処理などが不適切な地域では，この媒介蚊との接触口をさらに増加させている。この疾患の媒介
蚊を経済的・生物学的・環境学的なアプローチによって制御しようとする試みがなされている。媒介蚊の中
には殺虫剤への抵抗性を示すものがあり，以前は有効であった戦略の有効性が低下してきている。さらには，
近年の法律や国際条約は，動物媒介性の疾患を抑制するために有効であった殺虫剤のスペクトラムを狭めて
いる。従って，新たに，より有効な媒介制御戦略が求められており，これには殺虫剤を含んだネットの設置，
環境にやさしい殺虫剤の製造，遺伝子改変ベクターの製造（寄生体の生育を支持できないような遺伝子改変，
あるいは，媒介蚊を制御する遺伝子ベクターウイルス，細菌，あるいは原虫の開発が含まれる）。この研究は，
デング熱媒介蚊の制御のための遺伝子ベクターとしての実用に向けた，原虫，Acrogregarina属の適当性を
検討することを目的とした。Ascogregarina taiwanensisと Ascogregarina culicisは，それぞれ，Aedes aegypti
と Aedes alobopictusの寄生原虫である。今回の研究の構成は下記の通りである。
1.  アスコグレガリナ属の生物学的特徴の調査
2.  Ascogregarina  taiwanensis のスポロゾイトの分離
3.  4種のアスコグレガリナ属の系統発生学的な研究：微小リボソーム DNAの塩基配列に基づく研究
4.  Ascogregarina  taiwanensis の HSP70クローニング
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（対象と方法）
1.  アスコグレガリナ属に関する生物学的特徴調査
　①　蚊の幼虫齢の採取による調査：幼虫と蛹からの Ascogregarinaの検出
　②　超微形態的解析：4つの Ascogregarina属のオオシストの走査電顕による解析
　③　異なる齢の蚊への感染実験：オオシストの Percoll濃度勾配分離後の感染実験
　④　オオシストからスポロゾイトの放出
　⑤　オオシストの播種時期の決定
　⑥　アスコグレガリナのオオシストの乾燥抵抗性
　⑦　A. taiwanensisと A. culicisの，それぞれ，Ae. aegyptiと Ae. albopictusへの交差感染実験
2.  A. taiwanensisのスポロゾイトの分離
　①　オオシストの化学的・物理的・正常な生物学的放出による分離
　②　分離スポロゾイトの生物活性
3.  4アスコグレガリナ属についての微小リボゾーム DNAによる系統発生学的検討
　①　4アスコグレガリナ属からの DNA抽出・PCR増幅・ゲルからの分離・塩基配列・
　②　系統発生学的解析・相同性解析
4.  A. taiwanensisからの HSP70クローニングとプロモーター解析
　①　PCR増幅
　②　相同性解析
（結果）
1& 2.  これまでに，日本の各地において 4つのアスコグレガリナ属の分布が確認され，なかでは Aedes 
albopictusへの寄生体である Ascogregarina taiwanensisがもっとも頻度が高かった。Aedes togoiと
Ochlerotatus japonicus japonicusからは初めて 2つのアスコグレガリナ属が同定された。2つの重要なデン
グ媒介蚊である Aedes albopictusと Aedes aegyptiのそれぞれ寄生体である A. taiwanensisと A. culicusは第
1齢の宿主のみならず，第 1齢から第 4齢早期の宿主にまで，完全に寄生することが明らかとなり，嚢胞
体（オオシスト）の播種は，蚊の蛹期あるいは水系への排便のみならず産卵によってもなされることが
明らかとなった。さらには，宿主蚊が若齢期にこれを摂取すると成虫への成育時にこれが放出されるこ
とによって，同じ生息地にいる他の幼虫を汚染し，産卵によって新たな生息地も感染してしまう。一方で，
第 3齢から第 4齢の蚊への感染は排卵期においてのみ新たなオオシストの幼虫生息地への汚染を引き起
こす。スポロゾイトの放出は中腸の前部において 45分以内におこり，オオシストの摂取から 2～ 3時間
以内にはほとんどすべてのオオシストは空胞化する。この生物学的特性によって，およそ 75～ 80％の
スポロゾイトは分離から 16時間までは感染力を有している。この寄生体は，交差感染実験によってオオ
シスト形成が認められなかったことから，高い宿主特異性を有しており，本来の宿主以外への感染は宿
主に有害事象を示さなかった。A. taiwanensisと A. culicisは 4～ 6カ月の範囲で乾燥へ抵抗性を示した。
オオシストの走査電顕像でもアスコグレガリナ寄生体の分子生物学的研究でも，異なる宿主蚊から分離
された寄生体は異なる種類であることが明らかとなった。
3.   リボゾーム DNAの配列からは，Ascogregarina属が他の Gregarina寄生体の中では独立した群を形成す
ることが明らかとなった。Ascogregarinaの分類では，A. culicisと A. taiwanensisは近接した系列であり，
次に近接した種類は Oc. j. japonicusから分類したアスコグレガリナであった。A. armigereiはこれら 3つ
からは独立した系列にあった。
4.   A. taiwanensisを遺伝子ベクターとして構築するには，外来遺伝子を強発現させるための適切なプロ
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モーターを選択する必要がある。この候補として，HSP70遺伝子プロモーターを考え，A. taiwanensis
の HSP70遺伝子のプロモーターのクローニングを行った。塩基配列の解析から，TATA，CCATT，GC，
GAGAボックスが存在し，プロモーター領域のクローニングに成功した。
（考察）
1& 2.  A. taiwanensisと A. culicusが全世界的な広範な分布は，媒介蚊への伝播力によると思われる。長期間
におよぶオオシストの乾燥抵抗性は実地試行にあたっては宿主の蚊への人工的な感染にあたってオオシ
ストの適切性を示す。
3.   18 S rDNAの塩基配列を用いて系統発生的な解析を Ascogregarinaにおいて行ったのは初めてである。
4.   プロモーター配列を得るには，より上流領域のプライマーを設定する必要がある。HSP70遺伝子の
ATPaseドメインの C末端のクローニングを企図したが，HSP70の細胞内遺伝子の配列には一致しなかっ
た。しかしながら，これまでに Ascogregarina属の分子生物学的な知見が皆無であったので意義のある研
究であると考察した。
審　査　の　結　果　の　要　旨
1.   遺伝子ベクターを用いた生物学的制御において，原虫への遺伝子導入による方法が優れていることを強
調するべきである。審査会において，原虫が広範に分布していることと今回の研究で示された生物学的
特性から，媒介蚊の制御を実際に行うときには利点を有することが説明され，論文への記述を一部修正・
追加した。
2.   実際の遺伝子導入のときに，候補となる遺伝子はまだ決定しておらず，今回の研究は，まさに基盤的研
究といえるが，これまで Ascogregarina属に関する分子生物学的情報は皆無であったことから，今後の研
究の発展が必要である。
3.   系統発生学的分析に用いた rDNA分析が信頼性の高い方法であることが説明された。
4.   日本における，Ascogregarinaの実地調査に基づいた分布調査と解析，超微形態的にオオシストから 4
アスコグレガリナ属の鑑別法の解明など，アスコグレガリナ属の生物学的な特性と，宿主である Aede 
albopictusに対する感染性に関する研究は，この寄生体への遺伝子ベクターを利用した将来の生物学的制
御システムの構築にはきわめて有益な情報を提供している。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
